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Resumo: Existe dificuldade para obtenção de plantios homogêneos de cupuaçuzeiro, o
que dificulta sua expansão. Portanto, a obtenção de um protocolo de clonagem e
multiplicação para essa espécie torna-se interesse não apenas para os programas de
melhoramento da espécie, mas também para uso em plantios comerciais. Nesse sentido,
esse trabalho objetivou o estudo de estaminóides in vitro de cupuaçu, considerando-se
variações no tempo de cultivo nos meios de obtenção de calos. Os explantes cultivados
durante 28 dias em meio DKW e 14 dias em meio WPM apresentaram os melhores
resultados para a obtenção de calos de cupuaçu.
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Introdução
Cupuaçuzeiro (Theobroma grandiflorum (Willd. ex. Spreng.) Schum.), nativo da
Amazônia, necessita expandir sua produção, devido aceitação mercadológica e demanda
por novos produtos. Entretanto, a dificuldade para homogeneização de plantas no
campo compromete o aumento da produção. Ademais, existe um número limitado de
cultivares resistentes ao patógeno Moniliophthora perniciosa (Stahel) Singer, causador
da vassoura-de-bruxa, que é responsável por acarretar os maiores impactos econômicos
na produção, por comprometer o rendimento dos plantios (Alves, 2003).
A obtenção de materiais resistentes e homogêneos é um desafio para a expansão
da cultura. Nesse sentido, estudos de micropropagação de cupuaçuzeiros tornam-se
estratégicos devido à possibilidade de multiplicação em larga escala de materiais
resistentes a doença. Com esse objetivo, os estudos foram concentrados no processo de
calogênese de cupuaçuzeiro, visto essa ser a primeira etapa envolvida no
estabelecimento de um protocolo de micropropagação para essa espécie. Por ser
filogeticamente próxima ao cacaueiro, o qual dispõe de protocolos para embriogênese
somática, selecionamos um protocolo de micropropagação sugerido por Li e
colaboradores (1998), para avaliar o comportamento in vitro de estaminóides de
cupuaçu.
Material e Métodos
Botões florais do clone Codajás, coletados do Banco Ativo de Germoplasma da
Embrapa Amazônia Oriental, foram usados para o estabelecimento dos experimentos.
Em capela de fluxo laminar, os botões florais foram submetidos à assepsia utilizando
álcool comercial (92,8%) por 1 min, seguido a imersão em solução de hipoclorito de
cálcio a 4% contendo 6 gotas de tween, por 15 min, antes de serem lavados por cinco
vezes com água destilada autoclavada. Os estaminóides foram retirados dos botões
florais, sendo introduzidos 5 explantes por frasco, considerando 4 repetições por
tratamento. Considerando o protocolo de Li et al. (1998), constituído basicamente de 3
meios de cultura [PCG-crescimento primário de calos (1º. meio); SCG- crescimento
secundário de calos (2º. meio); ED-desenvolvimento de embrião (3º. meio)], os
tratamentos foram estabelecidos de acordo o tempo de cultivo no primeiro e segundo
meios.
Os explantes foram inoculados no meio PCG, contendo sais e vitaminas DKW
(Driver e Kuniyuki, 1984); suplementado com 2,0 mg.l-1 de 2,4-D; 5x10-3 mg.l-1 de
TDZ; acrescido de 20 g.l-1 de glicose; pH ajustado para 5,8, e solidificado com 2,0 g.l-1
de phytagel. Em seguida, os explantes foram transferidos para o meio SCG, contendo
sais WPM (Lloyd e McCown, 1980) e vitaminas de Gamborg; 2,0 mg.l-1 de 2,4-D; 0,05
mg.l-1 de BAP; 20 g.l-1 de glicose; pH de 5,8, e solidificado com 2,2 g l-1 de phytagel.
Em seguida, os tecidos vegetais foram transferidos para meio ED contendo sais e
vitaminas DKW, suplementado com 30 g.l-1 de sacarose; 1 mg.l-1 de glicose e 2 g.l-1 de
phytagel. A avaliação final dos resultados foi feita após 2 meses de cultivo.
Foram realizados 8 tratamentos: T1, T2 e T3, que tiveram os explantes cultivados
durante 14 dias no meio PCG, discriminando-se entre si pelo tempo de cultivo no 2º
meio (SCG), que foram de 14, 21 e 28 dias, respectivamente. Os tratamentos T4 e T5,
que tiveram os explantes cultivados durante 21 dias no meio PCG, e diferiram entre si
pelo tempo de cultivo no 2º meio (SCG), que foi de 21 e 28 dias, respectivamente.
Enquanto os tratamentos T6, T7 e T8, que tiveram os explantes cultivados durante 28
dias no meio PCG, diferiram entre si pelo tempo de cultivo no 2º meio (SCG), que foi
de 14, 21 e 28 dias, respectivamente. Após o cultivo dos explantes nos dois meios de
cultura, estes foram transferidos para o 3º meio (ED), constituído de sais e vitaminas
DKW, suplementado com 30 g.l-1 de sacarose; 1 mg.l-1 de glicose; 2 g.l-1 de phytagel.
Todos os tratamentos foram mantidos no escuro, à temperatura de 25 ± 3ºC e
subcultivadas a cada 14 dias no meio ED.
Resultados e Discussão
Após 20 dias de cultivos, observou-se o escurecimento de 80% dos estaminóides
introduzidos, sendo que 15% dos submetidos no tratamento T6 apresentaram calos de
tamanho pequeno. Aos 40 dias de avaliação foi visualizado o surgimento de calos no
tratamento T1, onde 10% dos explantes apresentaram calos de tamanho pequenos,
enquanto os tratamentos T6, T7 e T8 apresentaram 50%, 10% e 20% de calos pequenos,
respectivamente, com coloração branca, mas de aspecto mole. Ao final de 60 dias, 50%
dos explantes do tratamento T1 apresentaram calos de tamanho médio, e entre estes, 5%
apresentaram raízes de aproximadamente 1 cm na região do calejamento. Os
tratamentos T6, T7 e T8 apresentaram 65%, 15% e 20% de calos de tamanho pequeno,
respectivamente, sendo que T8 também apresentou 15% de calos com tamanho médio.
Apesar do tratamento T6 resultar na obtenção de calos pequenos, este foi considerado o
melhor tratamento devido à porcentagem de estaminóides que responderam, e da
qualidade dos calos obtidos, apresentando consistência mole e coloração clara. Os
demais tratamentos, T2, T3, T4 e T5, não resultaram em resposta aparente dos
estaminóides, apresentando intensa oxidação ao final de 60 dias de cultivo.
Como acontece em protocolos de embriogênese somática de cacau, o cultivo de
estaminóides responde de modo satisfatório ao processo de calogênese, sob condições
de cultivo semelhante às apresentadas nesse trabalho. Ademais, os meios usados no
experimento atual mostraram-se eficientes para o processo de calogênese em cupuaçu,
entretanto, o tempo necessário para a obtenção de calos em cupuaçu é maior que o
necessário para obtenção de calos em cacau cultivados in vitro (Li et al., 1998).
Conclusão
É possível obter calos de cupuaçu de tamanho médio a partir do cultivo in vitro de
estaminóides, sendo que o cultivo por 28 dias em meio PCG e 14 dias em meio SCG
apresentaram as melhores respostas quanto à calogênese in vitro.
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